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Предложено устройство для криоконсервирования половых клеток млекопитающих и рыб в полевых условиях,
обеспечивающее скорости замораживания от 0,5 до 30°С/мин. Изменение скорости замораживания достигается посредством
дозирования интенсивности теплоотвода “рубашкой” от металлического “стакана”, содержащего биообъект, в горловине
сосуда Дьюара Х-35. Размещение контейнеров с биообъектом в предварительно охлажденном термоблоке позволяет
реализовывать изменения скорости. При помощи методов математического моделирования выбраны материалы и параметры
металлического “стакана”, обеспечивающего в нем минимальный градиент распределения температуры  (≤1°С/см) при
охлаждении, что дает возможность замораживать суспензии клеток объемом до 5 мл в контейнере. Установлены изменение
положения “рубашки” относительно металлического “стакана” и глубина его погружения в горловину сосуда Дьюара Х-35,
необходимые для реализации оптимальных режимов замораживания спермиев быка и пресноводных видов рыбы. Сохранность
деконсервированных спермиев карпа составила 45, а быка – 40%.
Ключевые слова: криоконсервирование биообъекта, медленные скорости теплообмена, спермии рыбы, устройство.
Запропоновано пристрій для кріоконсервування статевих клітин ссавців і риб у польових умовах, що забезпечує швидкість
заморожування від 0,5 до 30°С/хв. Зміна швидкості заморожування досягається за допомогою дозування інтенсивності
тепловідводу “оболонкою” від металевого “стакану”, що містить біооб’єкт, у горловині посудини Дьюара Х-35. Розміщення
контейнерів з біооб’єктом у попередньо охолодженому термоблоці дозволяє реалізовувати зміни швидкості. За допомогою
методів математичного моделювання обрано матеріали і параметри металевого “стакану” розподілу температури, що забезпечує
в ньому мінімальний градієнт (≤1 °С/см) при охолодженні, який дає можливість заморожувати суспензії клітин обсягом до 5 мл
у контейнері. Установлено зміну положення “оболонки” щодо металевого “стакану” і глибина його занурення в горловину
посудини Дьюара Х-35, необхідні для реалізації оптимальних режимів заморожування сперміїв бугаїв і прісноводних видів
риби. Збереженість деконсервованих сперміїв коропа склала 45, а бугая – 40%.
Ключові слова: кріоконсервування біооб’єкта, повільні швидкості теплообміну, спермії риби, пристрій.
The device for cryopreservation of sexual cells of mammalians and fish under field conditions has been proposed. It provides
freezing rates from 0.5 to 30°C/min. The change in freezing rate is achieved with dosed intensity of heat-conducting path by means of
“mantel” from metal container with biological object in X-35 Dewar vessel neck. Location of containers with biological objects in pre-
cooled thermal block helps to realize various behaviors of rate changes. Using the methods of mathematical modeling there have been
chosen the materials and parameters of metal container providing minimum gradient of temperature distribution (≤1°C/cm) during
cooling that provides freezing of cell suspensions up to 5 ml in a container. The height location of “mantel” regarding metal container
and depth of its submerging into X-35 Dewar vessel neck, necessary to realize optimal freezing regimens of bovine and fresh-water fish
sperm have been established. Survival of frozen-thawed carp sperm made 45 and 40% for bovine ones.
 Key-words: cryopreservation of biological object, slow rates of heat exchange, fish sperm, device.
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Для решения практических задач биотехнологии
воспроизводства высокопродуктивных сельскохо-
зяйственных животных часто возникает необходи-
мость криоконсервировать биообъект в условиях,
отличных от лабораторных. Нами разработано
устройство, предназначенное для криоконсервиро-
вания ооцитов и эмбрионов млекопитающих в лабо-
раторных и полевых условиях [7]. Стоимость его
на порядок ниже цены существующих программ-
ных аналогов, а результаты сохранности деконсер-
вированного биоматериала остаются на относи-
тельно высоком уровне (90 ± 2%). Данное устройст-
во позволяет осуществлять кратковременное хра-
To solve practical biotechnology tasks of repro-
duction of highly productive farm animals there has
appeared the need to cryopreserve biological object
under conditions differing from laboratory ones. We
have developed the device designated for cryopreser-
vation of mammalian oocytes and embryos under
laboratory and field conditions [7]. Its cost is one order
lower than the ones of already existing programmable
analogues and the survival results of post-thaw biolo-
gical material remain at quite a high level (90 ± 2%).
This device enables of short-term storing a biological
object at subzero temperatures and freezing down to
different final temperatures with various rates and
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нение биообъекта при околонулевых температурах
и замораживание до разных конечных температур
с различной скоростью и характером её изменения.
Оптимальный режим охлаждения различных типов
биообъекта реализуется за счет изменения харак-
терного времени охлаждения термоблока зада-
нием степени его открытости. Однако при приме-
нении устройства невозможно замораживать сус-
пензии клеток в контейнере объемом более 0,2 мл
из-за большого градиента температуры  (≈1°С/мм)
в термоблоке.
Материалы и методы
При расчете характерного времени теплообме-
на термоблока использовано уравнение тепло-
обмена цилиндра [4]:
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где ϖ – текущая температура; T2 – начальнаятемпература цилиндра; T′– температура у нижней
кромки контейнера;T1– температура у верхнейкромки контейнера; T′ и T1 определили в процессеэксперимента; L – высота контейнера, x – расстоя-
ние от нижней кромки контейнера до места нахож-
дения биообъекта; t – время остывания цилиндра;
α – коэффициент температуропроводности (м/с1/2)
выбранного материала термоблока рассчитывали
по формуле:
ρ⋅
γ
=α с
,                         (2)
где γ  – теплопроводность материала (Дж/с×м×К);
с – теплоёмкость (Дж/кг×К);  ρ – плотность (кг/м3).
На основе выбранной модели построены алго-
ритм и программа для расчета теплообмена ци-
линдра. Параметры цилиндра рассчитывали с ис-
пользованием  микрокалькулятора “Электроника
Б3-34” и электронных таблиц “Excel 97”.
Объектом исследования была сперма карпа и
быков-производителей красно-рябой породы. На-
тивную сперму быков брали с уровнем сохраннос-
ти 80 ± 5%. Взятие, оценка качества, разбавление
и подготовка спермы к охлаждению проводили по
[6]. Сперму карпа замораживали по методу [3, 5].
Контейнерами для замораживания спермиев слу-
жили конверты, изготовленные из полиэтилена и
алюминиевой фольги, пробирки Уленгута (объем
≤0,75мл).
characters of its change. Optimal cooling regimen of
different types of biological object is realized due to
the change in characteristic time of thermal block
cooling time by setting the extent of thermal block
openness. However when using the device it is im-
possible to freeze cell suspensions in the container more
than 0.2 ml because of high temperature gradient
(≈1°С/mm) in thermal block.
Materials and methods
During calculation of characteristic time of heat
exchange of thermal block the equation of cylinder
heat exchange was used [4]:
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where ϖ – is the current temperature; T2 is initial
temperature of cylinder; T′ is temperature in lower
edge of container; T′ and T1 were experimentally
found; L is container height; x is distance from lower
edge of container to the location of biological object; t
is the duration of cylinder cooling;  α – coefficient of
temperature conductivity (m/sec1/2) of chosen material
for thermal block was calculated according to the
formula:
ρ⋅
γ
=α с
,                      (2)
where γ is material conductivity (J/sec×m×К); c is
heating capacity (J/kg×K); ρ is density (kg/m3).
Using the chosen model there has been developed
an algorithm and program for calculation of cylinder
heat exchange. Cylinder parameters were calculated
using “Excel 97” software.
Research object was carp and red spotted stud bull
sperm. Native bull sperm was used with the survival
rate of 80±5%. Harvesting, quality assessment, dilution
and preparing sperm to cooling were performed as
described [6]. Carp sperm was frozen according to
the reported method [3, 5]. Containers for sperm
freezing were envelopes made of polyethylene and
aluminum foil, Uhlenhuth vials (volume ≤0.75 ml).
There were 5-7 repetitions in each experiment.
Obtained results were statistically processed according
to traditional methods.
Results and discussion
For fresh-water fish cryopreservation the freezing
rate B1= 1÷5°C/min within temperature range from 5
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Таблица 1. Параметры, определяющие скорость теплообмена термоблока
Table 1. Parameters determining the heat exchange rate of thermal block
В каждом эксперименте количество повторов
составляло 5-7. Полученные результаты статисти-
чески обрабатывали по общепринятым методам.
Результаты и обсуждение
Для криоконсервирования молоки пресноводных
видов рыбы необходима скорость замораживания
В1=1÷5°С/мин в температурном диапазоне от 5 до
–15°С и В2=10÷20 °С/мин в диапазоне от –15 до
–70°С [3, 5]. Математическим моделированием на
основе формулы 1 выбраны соответствующие
материалы (сталь нержавеющая и алюминий),
которые обеспечивают характерное время осты-
вания термоблока, необходимое для реализации
заданных оптимальных скоростей. Результаты рас-
четов остывания термоблока (табл. 1) представ-
лены на рис. 1. Начальные условия: α  для каждого
материала имеет своё значение, Т1=67°С, T2=5°С,Т′=70°С, L=5÷10 cм, x=L/2 cм.
Из полученных режимов охлаждения видно, что
скорость замораживания в большей степени зави-
сит от коэффициента температуропроводности
выбранного материала. Для контейнера, изготов-
ленного из стали, скорость замораживания в
диапазоне от 5 до –15 °С составляет 2, железа –
2,1, алюминия – 12, меди – 12,3 °С/с.
Сопоставления результатов, полученных  мате-
матическим моделированием, с эксперименталь-
ными данными для термоблока из алюминия пока-
зали значимые расхождения. Теоретические расче-
ты времени охлаждения термоблока в несколько
раз превышают экспериментальные. Это, по-види-
мому, определяется не учетом в данной модели
коэффициента теплопередачи между воздухом и
термоблоком, а теплоинерционностью воздуха
внутри термоблока. Очевидно, перечисленные вы-
ше допущения не учитываются в данной модели и
требуют дальнейшего исследования. Однако по-
скольку введенный поправочный коэффициент
способствует сходимости экспериментальной и
to –15°C and B2 = 10÷20°C/min within the range from
–15 to –70°C is necessary [3, 5]. Using mathematical
modeling with formula 1 there have been chosen
corresponding materials (stainless steel and aluminum),
providing characteristic time of thermal block cooling-
down, essential for realization of set optimal rates.
Calculation results of thermal block cooling-down
(Table 1) are represented in Fig 1. Initial conditions
are as follows: α for each material has its own value,
T1=67 °C, T2=5°C, T=70°C, L=5÷10 cm, x=L/2 cm.
Obtained cooling regimens show that freezing rate
in greater extent depends on the coefficient of
temperature conductivity of the chosen material. For
the container made of steel, freezing rate within the
range from 5 to –15°C made 2; 2.1 for iron, 12 for
aluminum, 12.3°C/sec for copper.
Comparison of the results obtained with mathe-
matical modeling with experimental ones for thermal
block made of aluminum has shown a significant
discrepancy. Theoretical calculations of thermal block
cooling-down time is some times higher than
experimental ones. This is probably determined by a
disregard in this model of heat transfer coefficient
between air and thermal block as well as air heat
inertance inside thermal block. Listed above admissions
are likely not taken into account in this model and
requires further studies. However since the used
correction factor contributes to the convergence of
experimental and theoretical curves of heat exchange,
then for further researches we used the model with
correction factor, k=0.02. Calculated and experimental
data obtained for foam plastic (Table 1) have shown
that this material parameters realize very low rates
(B3<0.3) which are not appropriate for the tasks set.
For aluminum there has been found the effect of
thermal block height on the rate of its cooling (Fig. 2).
For different heights of aluminum container freezing
rate within temperature range from 5 to –15°C (Tk= –
70°C) made 13.1 for L=5 cm; 6.9 for L=7 cm and
3.8°C/min at L=10 cm. The change in rate depending
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Рис. 1. Зависимость температуры термоблоков, выпол-
ненных из различных материалов, от времени охлаж-
дения (L=5 см, Тк=–70°C), рассчитанная при помощиматематической модели [4]: 1– сталь; 2 – железо; 3 –
алюминий; 4 – медь.
Fig. 1. Temperature change vs cooling time dependence of
thermal blocks made of different materials (L = 5 cm, Tk = –
70°C) calculated using mathematical model [4]: 1– steel; 2 –
iron; 3 – aluminum; 4 – copper.
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теоретической кривой теплообмена, то в дальней-
шей работе использовалась модель с поправочным
коэффициентом k=0,02. Расчетные и эксперимен-
тальные данные, полученные для пенопласта
(табл. 1), показали, что параметры этого материала
реализуют слишком низкие скорости (Bз<0,3),которые не удовлетворяют поставленные задачи.
Для алюминия определили влияние высоты
термоблока на скорость его охлаждения (рис. 2).
Для разных высот алюминиевого контейнера ско-
рость замораживания в температурном диапазоне от
5 до –15°С (Тк=–70°С) составляла:13,1 для L=5 см,
6,9 для L=7 см, а 3,8°С/мин при L=10 см. Изменение
скорости в зависимости от высоты алюминиевого
термоблока в температурном  диапазоне от –15
до –70 °С (Тк=–180) составляла:  40,0 для L=5; 18,5
для L=7  и  8,4°С/мин для L=10 см.
Таким образом, высота термоблока оказывает
существенное влияние на скорость теплообмена.
Экспериментальная проверка охлаждения термо-
блока показала, что уравнение теплообмена ци-
линдра достаточно точно описывает процесс его
остывания с учетом введенного поправочного
коэффициента. Низкий градиент температуры
(≤1°С/см), который наблюдается в термоблоке
из стали или алюминия, позволяет замораживать
суспензии клеток объемом до 5 мл.
Проведен расчет расхода жидкого азота при
охлаждении термоблоков, изготовленных из стали
и алюминия. Масса цилиндра из стали составила
241 г при высоте контейнера 5 см и диаметре 5 см, а
масса цилиндра из алюминия – 87 г при высоте
контейнера 5 см и диаметре 5 см. Вследствие это-
го для охлаждения стального термоблока расхо-
дуется 80 г жидкого азота, а алюминиевого – 30 г.
Таким образом, использование термоблока, изго-
товленного из алюминия, более эффективно, так
как на его охлаждение расходуется в 2,7 раза мень-
ше жидкого азота.
На основании полученных данных предложен
вариант устройства, имеющего телескопическую
конструкцию термоблока, позволяющего получать
заданные скорости и характеры их изменения в
процессе криоконсервирования биообъекта.
Устройство для криоконсервирования биологи-
ческих объектов (рис. 3) включает сосуд Дьюара 1,
на котором установлены стойка  2 и термоблок 3,
состоящий из диска  4 с крепежными стержнями
5, контейнеров с биоматериалом 6, расположенных
внутри металлического “стакана” 7 и цилиндри-
ческого корпуса “рубашки” 8. Контроль температу-
ры в металлическом “стакане” осуществляется
терморезистором 9. Скорость охлаждения контей-
неров зависит от изменения положения “рубашки”
относительно  “стакана” Н=0÷( 1−l ) cм (l=12 –
on the height of aluminum thermal block within the
temperature range from –15 to –70°C (Tk= –180°C)
made 40.0 for L=5; 18.5 for L=7 and 8.4 for L=10 cm.
Thus the height of thermal block significantly affects
the rate of heat exchange. Experimental investigation
of thermal block cooling has demonstrated that the
equation of cylinder exchange quite properly describes
the process of its cooling-down with taking into account
of the used correction factor. Low temperature
gradient (≤1°C/cm), which is observed in thermal block
made of either steel or aluminum enables the freezing
of cell suspensions with the volumes up to 5 ml.
Liquid nitrogen expenditure was calculated during
cooling of thermal blocks made of steel and aluminum.
Steel cylinder mass made 241 gram with the container
5 cm in height and 5 cm diameter. As a result of this
for cooling of steel thermal block there was used 80
gram of liquid nitrogen and 30 gram for aluminum one.
Thus aluminum thermal block use is more efficient
because the expenditure of liquid nitrogen is in 2.7 times
less for it.
Using obtained data there has been proposed the
variant of device with telescopic construction of
thermal block enabling to obtain the set rates and
behaviors of their change during cryopreservation of
biological object.
Device for cryopreservation of biological objects
(Fig. 3) comprises Dewar vessel (1), at which the stand
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Рис. 3. Схема расположения устройства для криоконсервирования
биологических объектов в горловине сосуда Дьюара Х-35.
Fig. 3.  Location scheme of device for cryopreservation of biological objects in
X-35 Dewar vessel neck.
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Рис. 2. Зависимость изменения температуры термо-
блока (Тк=–70°C), изготовленного из алюминия высотой
5÷10 см, от времени охлаждения, рассчитанная при
помощи введения поправочного коэффициента k=0,02:
1 – L=5 cм; 2 – L=7 cм; 3 – L=10 cм.
Fig. 2. Temperature change vs cooling time dependence of
aluminum thermal block (Tk = –70°C) with the height of
5÷10 cm; dependence calculated using  a correction factor,
k = 0.02: 1 – L=5 cm; 2 – L=7 cm; 3 – L=10 cm.
высота “рубашки”), а конечная температура замо-
раживания – от глубины погружения термоблока
L в горловине сосуда Дьюара относительно его
верхнего уровня. Это  возможно при использовании
нарезной втулки 10 и крепёжной гайки 11. Фиксация
цилиндрического корпуса относительно “стакана”
в заданном положении осуществляется при по-
мощи скобы “коромысла”12, которое крепится к
втулке 10.
Скорость охлаждения термоблока и её характер
(положительное или отрицательное ускорение)
можно менять в процессе замораживания  опреде-
ленным расположением “рубашки” относительно
“стакана”, тем самым задавая различную интен-
сивность теплоотвода от металлического “стака-
на”. Для снижения скорости охлаждения тепло от
“стакана” отводится за счет поднятия цилиндри-
ческой “рубашки” вверх, величина Н при этом
имеет знак “+”. Если интенсивность теплоотвода
необходимо увеличить, то это осуществляется за
счет опускания корпуса вниз относительно “ста-
кана” и величина Н имеет знак “–”. Таким образом,
изменяя положение цилиндра относительно
“стакана” Н (от 3 до 10 см), можно задавать ско-
рость охлаждения биообъекта от 0,1 до 30,7°С/мин
в температурном диапазоне от 20 до –70°С
(табл. 2).
Условия получения режимов замораживания
спермиев разных видов животных при помощи
разработанного устройства представлены на
рис. 4. Оптимальные величины скорости данных
режимов определены из [3, 5].
Для получения ускоренных режимов заморажи-
вания биообъекта с отрицательным знаком
термоблок устройства располагается на глубине,
необходимой для достижения конечной темпера-
туры 5, –5, –15, –70±2 °С на
время от 0 до 60 мин, после чего
в него помещают контейнеры с
биообъектом. Средняя скорость
охлаждения биообъекта в диа-
пазоне от 5 до  –15°С состав-
ляет 1,4÷15°С/мин, а до –70°С
1,4÷52°С/мин (табл. 3).
Стабильность режима замо-
раживания и точность опре-
деления конечной температуры
охлаждения определяются рас-
пределением температуры в
горловине сосуда Дьюара при
имитации условий транспорти-
рования. Данная величина сос-
тавляет ±5°С, при стационарных
условиях без оказания механи-
ческого воздействия ±2,5°С.
is located (2) and thermal block (3) consisting of disc
(4) with holding rods (5), containers with biological
material (6), located inside metal container (7) and
cylinder frame of “mantle” (8). Temperature control
in metal container is performed with thermal resistor
(9). Cooling rate of the containers depends on the
location height of “mantle” with regard to the container
H = 0÷( 1−l ) cm ( l =12 is “mantle” height) and final
freezing temperature depends on the depth of thermal
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Таблица 2. Зависимость скорости охлаждения (В, °С/мин) от глубины погружения термоблока (L, см) в сосуд
Х-35 и изменения положения цилиндра (H, см) при разной конечной температуре охлаждения (Тк, °С) дляполиэтиленовых конвертов
Table 2. Dependence of cooling rate (B, °C/min) on depth of thermal block submerging (L, cm) into X-35 vessel and
the extent of location height of cylinder (H, cm) under different final cooling temperature (Tk, °C)
for polyethylene envelopes
Рис. 4. Режимы замораживания спермиев животных при помощи термоблока, размещенного в горловине сосуда
Дьюара Х-35: карпа, сазана  В1=1÷2, В2=15÷20°С/мин; осетровых В1=2÷5, В2=10÷20°С/мин; лососевых В1=2÷3,В2=15÷20 °С/мин; быков В=10÷30°С/мин; L1 – глубина погружения при поднятии “рубашки” относительно “стакана”;
H=5 см; L0 – для H=10 см; B1 – скорость охлаждения в температурном диапазоне от 5 до –15°С; B2 – скоростьохлаждения в температурном диапазоне от –15 до –70°С.
Fig. 4. Freezing regimens for animal sperm using thermal block, located in  X-35 Dewar neck: carp, wild carp В1=1÷2,В2=15÷20 °С/min; sturgeons В1=2÷5, В2=10÷20°С/min; salmons  В1=2÷3, В2=15÷20°С/min; bovine  В=10÷30°С/min, L1 – depth
of submerging at “mantel” height in respect of the container H = 5 cm; L0 – for H=10 cm; B1 – cooling rate within the
temperature limit of  5 to –15°С; B2 – cooling rate within the temperature limit of  –15 to –70°С.
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Таблица 3. Зависимость скорости охлаждения от времени предварительного
охлаждения термоблока при поднятии цилиндра H=0
Table 3. Dependence of cooling rate on time of pre-cooling of thermal block at cylinder
height H=0
При апробации работоспособности данного
устройства на биообъекте сохранность спермиев
карпа составила 45, а быка – 40%. На основе моди-
фицированного дифференциально-термометричес-
кого метода с помощью указанного устройства [2]
определяется вероятность внутриклеточной крис-
таллизации спермиев и эмбрионов рыб. Опреде-
ляется характер плотности вероятности распреде-
ления температуры внутриклеточной кристаллиза-
ции спермиев и зародышей рыбы по изменению
жизнеспособности биообъекта в зависимости от
условий его охлаждения [1].
Выводы
Таким образом, замораживание половых клеток
в контейнерах объемом 0,2÷5 мл при градиенте
температуры не более 1°С/см возможно в
“стакане”, изготовленном из алюминия, а из-
менение скорости теплообмена обеспечивается за
счет разной степени теплоотвода от него при
помощи “рубашки” (0,1÷31°С/мин).
block submerging (L) in
Dewar vessel neck in
respect of its upper le-
vel. This is getting pos-
sible when using a riffled
plug (10) and holding
screw (11). Fixation of
cylinder frame in respect
of the container in the
set position is performed
by means of balancing
lever (12), which is
mounted to a plug (10).
Cooling rate of ther-
mal block and its charac-
ter (either positive or
negative acceleration)
may be varied during
freezing by means of
special location of “mantle” regarding the container,
thereby determining different intensities of heat-
conducting path from the metal container. To reduce
cooling rate the heat is drawn-off from the container
due to the  location height of cylinder “mantle” up, H
value in this case is of “+” sign. If an intensity of heat-
conducting path should be increased, then it is perfor-
med by means of frame moving-down in respect of
the container and H value is of “–” sign. Thus by chan-
ging the location height of cylinder in respect of the
container H (from 3 to 10 cm) one may set the cooling
rate of biological object from 0.1 to 30.7°C/min within
temperature range from 20 down to –70°C (Table 2).
Protocols of freezing regimens for sperm of various
animal species are presented in Fig. 4. optimal values
of rates for these regimens have been reported else-
where [3, 5].
To obtain accelerated freezing regimens of biolo-
gical object with negative sign a thermal block of the
device is located at the depth necessary for achieving
final temperature: 5, –5, –15, –70±2°C for the time
from 0 to 60 min, afterwards the containers with
biological objects are placed in it. An average cooling
rate of biological object within the range from 5 to –
15°C makes 1.4÷15°C/min and 1.4÷52°C/min down
to –70°C (Table 3).
Stability of freezing regimen and accuracy of finding
a final cooling temperature are determined by
distribution of temperature in Dewar vessel neck at
imitation of transportation conditions. This value makes
±5°C under stationary conditions with no mechanical
effect ±2.5°C.
During mastering the exploitation of this device in
biological object the survival of carp sperm made 45
and 45% for bovine one. On the base of modified
differential thermometrical method [2] by means of
this device the probability of intracellular crystallization
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